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(54)11116: METHOD FOR PRODUCING RECOMBINANT ADENOVIRUS 
(54) Tltre: PROCEDE DE PRODUCTION D* ADENOVIRUS RECX)MBINANTS 
(57) Atetract 

The invention concerns a method for pn)ducing recombinant adenovinis by which viral DNA is introduced in a packaging cell culture 
and the viiuses produced are harvested after liberation in the supematanL The invention also concerns the viruses produced and their use. 

(57) AMg4 

L*invcntion conceme un proc6d6 pour la poductlon d*ad6novirus recombinanu selon lequel TADN viral est Introdoit dans une culture 
de cellules d'encapsidation et les virus produits sont rfooll^ aprte Ub^ration dans le sumageant EUe conceme dgakment les vims produits 
et leur utilisation. 
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PROCEDE DE PRODUCTION D'ADENOVIRUS RECOMBINANTS 

La presente invention conceme un nouveau procede pour la producticMfi 
d'adenovims recombinants. EUe conceme egalement les preparations virales purifiees 
produites selon ce proc&ie. 

5 Les adenovirus presentent certaines propriet^s particulienement avantageuses 

pour une utilisation comme vecteur de transfert de genes en therapie genique. 
Notanunent» Us ont un spectre d*hdte assez large, sont capables d'infecter des cdlules 
quiescentes* ne s*integrent pas au g&oome de la cellule infectee, et n'ont pas 6ie 
associes a ce jour a des pathologies importantes chez l*homin(e. Les adenovirus ont 
1 0 ainsi ete utilises pour transferer des genes d'interet dans le nmiscle (Ragot et al.. Nature 
361 (1993) 647), le foie Oaffe et ah. Nature gpnetics 1 (1992) 372), le systeme 
nerveux (Akli et al.. Nature genetics 3 (1993) 224), etc. 

Les adenovirus sont des virus a ADN double brin linSaire d*une taille de 36 
(kilobases) kb environ. Leur genome comprend notamment une sequence inversSe 

15 repetee (ITR) a chaque extr6mit6, une sequence d'encapsidation (Psi), des genes 
precoces et des gSnes tardifs. Les prindpaux genes precoces sont contenus dans les 
regions El, E2, E3 et E4. Parmi ceux*ci, les genes contenus dans la region El 
notamment sont n6cessaires a la propagation virale. Les principaux ggnes tardife sont 
contenus dans les regions LI a L5. Le genome de Tadenovirus Ad5 a et6 mtierement 

20 sequence et est accessible sur base de donn6es (voir notarhment Genebank M73260). 
De meme des parties, voire la totality d*autres genomes adenoviraux (Ad2, Ad7, Adl2, 
etc) ont egalement ett sequencSes. 

Pour leur utilisation en thSrsqpie ggnique, diff&ents vecteurs d6riv§s des 
adenovirus ont gte prepares, incorporant diff6rents genes therapeutiques. Dans 
25 chacune de ces constructions, Fadenovinis a ete modifie de maniefe a le rcndre 
incapable de r^Iication dans la cellule infectee. Ainsi, les constructions decrites dans 
Tart anterieur sont des adenovirus deletes de la region El, essentielle a la replication 
virale, au niveau de laquelle sont ins6r§es les sequences d'ADN heterologue (Levrero 
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10 r^. -^^ ■ . '«l»K»n des prolMKs de la celhde h«te « dans 

.« ''«-^*'>'#--«c„*rADNvh..I>esvec«„.ad^^^ 

«^c«dea^v,™„«,^^.^^,^^^^ 

pomm une modificato, «. m.ea„ du gSne IV.2 », 4», 
15 (WO9M0088). 'V«2 CM «e,lenwM 4,6 dScriB 

diff^^^jT^'^'*^'^*^^'""'*^^ 

d.ff««s d.««„ovi«. n exis^ en d.«™,. ^ ^ 

dont la structure fit «r««,.A4' utfucnovmis, 

on pe«d»rprtfi«„ieUen»,,ceuxdas^ dans ieg^pec «, JT 
* ^ 3 , , ^ „ „ ™ ^ 

, °™^«»^"''ou.«tesonchesd«adSn<»,„„CAV2r»uch.^^ 
25 A26«J (ATCC VR nnm l««x»e manhatlan ou 

-WJATCC VR.800) pa, «enjptel d W «l«.a*« d'crigte anta.^ ^ 

""""""nameaimadencmiiBhtmainduerouDeC n> . 
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Les ad^ovinis reccNmbinants sont produits dans une lignee tfencap^dation, 
c*est-a-dire une lignee de cellules capables de complementer en trans une ou plusieurs 
des fonctions deficientes dans le genome adenoviral recmibinanL L*une de ces lignees 
est par exemple la lignee 293 dans laquelle une partie du genome de I'adenovirus a ete 
5 integree. Plus precisement, la lignee 293 est une lignee de cellules emlxyonnaiies 
humaines de rein contenant Textrtoiit^ gauche (environ 11-12 %) du genome de 
Tadenovirus serotype 5 (Ad5), conqprenant ITTR gauche, la regicm d'encapsidation, la 
r^ion Eh induant Ela et Elb, la r^cm codant pour la proteine pIX et une partie de 
la region codant pour la pipt6ine pIVa2. Cette lignte est capable de trans* 

10 complementer des adteovinis reoombinants defectifs pour la region El» c'est-a-dire 
depourvus de tout ou partie de la region El » et de produire des stocks viraux ayant des 
titles eleves. Cette lignee est ^galement capable de produire, k temperature permissive 
(32^C), des stocks de virus comportant en outre la mutation E2 thermosensible. 
D'autreS'tignees cellulaires capables de complementer la region El ont et6 decrites» 

15 basees notamment sur des cellules de cardnome de poumon htimain A549 
{W094/28152) ou sur des retinoblastes humains (Huhl Gen. Ther. (1996) 215). Par 
ailleurs, des lignees capables de trans-complementer plusieurs fonctions de Tadenovirus 
ont egalement ete decrites. En particuh'er, on peut dtor des lignees complementant les 
regions El et E4 (Yeh et ah, J. Virol. 70 (1996) 559 ; Cancer Gen. Ther. 2 (1995) 322 

20 ; Krougliak et ah. Hum. Gen. Ther. 6 (1995) 1575) et des lignees complementant les 
regions El et E2 (W094/28152. WO95/02697, WO95y27071). 

Les adenovirus recombinants sont habituellement produits par introduction de 
r ADN viral dans la lignee d'encapsidation, suivie d'une lyse des cellules apres environ 2 
ou 3 jours (la cinetique du cycle adenoviral etant de 24 a 36 heures). Apres la lyse des 
25 cellules, les particules virales recombinantes sont isolees par centrifugation en gradient 
de chlorure de cesium. 

Pour la mise en oeuvre du procede» TADN viral introduit peut etre le genome 
viral recombinant complet, eventuellement construit dans une bacterie (WO96/25506) 
ou dans une teviro (WO95/034(X)), transfecte dans les cellules. D peut egalement 
30 s'agir d'un virus recombinant utilise pour infecter la lign§e d^encapsidation. L*ADN 
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viral peut aussi etre introduit sous forme de fragments portant chacun une parUe du 
genome viral recombinant et une zone d'homologie permettant. aprcs introduction 
dans la cellule d-encapsidation, de reconstituer le genome viral recombinant par 
recombinaison homologue entre les diff§rents fragments. Un pct)o£d6 dassique de 
5 production d'ad^novirus comprend ainsi les Stapes suivantes : Les cellules (par 
exemple les cellules 293) sont infect^ en boite de culture avec un piistock viral & 
raison de 3 a 5 porticules virales par odhile (Multiplidly of infection (MOD = 3 § 5), 
ou transfect6es avec I'ADN viral. L'incubation dure ensuite de 40 d 72 heures. Le virus 
est alors liberfe du noyau par lyse des cellules, gineraiement par plusieuis cycles de 
10 dScongilation successifs. U lysat ceilulaire obtenu est ensuite centrifuge i basse 
Vitesse (200a a 4000 tpm) et le sumageant Oysat ceilulaire clarifie) est ensuite purifi6 
par centrifugation en presence de chlorure de cesium en deux 6tapes : 

- Une premi^ centrifugaUon rapide de 1 ^ heure sur deux couches de chlorure 
de cesium de densitSs 1.25 et 1,40 encadrant la densite du vims (1,34) de fa^on a 

15 separer le virus des proteines du milieu; 

- Une deuxieme centrifugation en gradient plus longue (de 10 a 40 heures selon 
le rotor utilis6), qui constitue la veritable et unique etape de purification du vims. 

Generalement, apr^s la seconde etape de centrifugation, la bande du vims est 
majoritaire. On observe neanmoins deux bandes moins denses, fines, dont I'observation 
20 en microscopie eiectronique a montrg qu'il sagissait de particules virales vides ou 
cassees pour la bande la plus dense, et de sous unites virales (pentons. hexons) pour la 
bande la moins dense. Aprte cette etape, le virus est recolte par ponction a I'aiguUle 
dans le tube de centrifugation et le cesium est elimine par dialyse ou dessalage. 

Ken que les niveaux de purete obtemus soient satisfaisants. ce type de prtx»de 
25 presenie cependant certains inconvenients. En particulier. B est base sur I'emploi de 
chlorure de c6sium, qui est un reactif incompatible avec une utilisation therapeutique 
Chez ITiomme. De ce fait, fl est imperadf d'eliminer le chlorure de cesium i I'issue de la 
purification. Ce precede presente en outre certains autres inconv6nients mentionnes 
plus loin, limitant SCSI utilisation a une echelle industrielle. 
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Pour remedier a ces problemes, il a ete propos6 de purifier le virus obtenu 
apres la lyse» non pas par gradient de chlonire de cesium, mais par chiomatographie. 
Ainsi, Tarticle de Huyghe et ah (Hum. Gen. Ther, 6 (1996) 1403) decrit une etude de 
differents types de chromatographies appliquee a la purification d'a^novirus 
5 recombinants. Cet article decrit notanrunent une etude de purification d'adenovirus 
recombinants utilisant une chromatographie d'echange d'anions foible (DEAE). Des 
travaux ant^eurs d&rrivaient d6ji l^tilisation de ce type de chromatographie dans ce 
but (Ktemperer et al.. Virology 9 (1959) 536 ; PhiUpson L., Virology 10 (1960) 459 ; 
Haruna et al.. Virology 13 (1961) 264); Les resultats pr6sentes dans raxticle de 

10 Huyghe et al. montrent une eff icacite assez mddiocre du protocole de chromatographie 
par echange d'ions preconise. Ainsi* la resolution obtenue est moyenne» les auteurs 
indiquant que des particules, de yirus soni presentes dans plusieurs pics 
chromatographiques ; le rendement est faible (rendement en particules virales : 67 %; 
roidement en particules infectieuses : 49 %); et la preparation virale obtenue a la suite 

15 de cette etape chromatographique est impure. En outre, xm pretraitement du vims par 
differentes enzymes/jwoteines est necessaire. Ce meme article decrit par ailleurs une 
etude de ]*utiIisation de la chromatographie de permeation de gel, demontrant ime tres 
mauvaise resolution et des rendements tres faibles (1 5-20 %). 

La prSsente invention decrit un nouveau proc6d6 de production d*adenovirus 
20 recombinants. Le procede selon rinventicm resuhe de modifications des precedes 
anterieurs au niveau de la phase de production et/pu au niveau de la phase de 
purification. Le proced6 selon Tinvention permet maintenant d*obtenir de maniere tres 
rapide et industrialisable, des stocks de virus en quantite et de qualite tres elevees. 

L'un des premiers aspects de Finventkm ccmceme plus paiticulierement un 
25 procMe de preparation d'adenovinis recombinants dans lequel les virus sont recoltes a 
partir du sumageant de culture. Un autre aspect de Tinvention concerae un procede de 
preparation d'adenovinis comprenant une etape d'ultrafiltration. Selon un autre aspect, 
I'invention conceme egalement un procede de purification d*adenovirus recombinants 
comprenant une etape de chromatographie d'echange d'anicms. La presente invention 
30 decrit Egalement un procede ameliore de purification utilisant une chromatographie de 
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purification. En terme de qualite de virus, le procede de Tinvenlion permet 
potentiellement une meilleure maturation du virus conduisant a une population plus 
homogene. En particulier, dans la mesure ou T^npaquetage de TADN viral est la 
demiere 6tape du cycle viral, la lyse prematuree des cellules libdre potentiellranent des 
5 particules vides qui, hien que non replicatives» sonl a priori infectieuses et a meme de 
partidper a I'eff^ toxique propre du virus et d'augmenter le ratio d*activite specifique 
des pr^arations obtenues. Le ratio d'infectivit6 ^)ectfique d*une preparation est defini 
comme le rapport du nombre total de. particules virales, mesur§ par des m^thodes 
Kochiiniques (D026Qnm, CLHP, PGR, methodes imuno-enzymatiques, etc) sur le 
10 nombre de particules virales generant un effet biologique (formation de plages de lyse 
sur cellules en culture en milieu solide, transduction de cellules). En pratique, pour une 
preparation piuifiee, ce ratio est detennine en faisant le rappcKt de la concentration des 
particules mesuree par DO a 260nm sur la concentration d'unites formant plage de la 
preparation. Ce ratio doit etre inferieur a 100. 

15 Les resultats obtenus montrent que le procede de Finvention permet tfobtenir 

un virus d*une purete au moins egale a son homologue purifie par centrifugation en 
gradient de chlorure de o6sium, en une seule ejape et sans traitement prealable, en 
partant d*un sumageant viral concentre. 

Un premier objet de Tinvention conceme done un procede de , production 
20 d'addnovirus recombinants caract^s6 en ce que I*ADN viral est introduit dans une 
culture de cellules d'encapsidation et les virus produits^nt recoltes apces liberation 
dans le sumageant de la culture; Contrairement aux procedes anterieurs dans lesquels 
les virus sont recoltes suite i une lyse cellulaire prematuree effectuee de fagon 
mecanique ou diimique, dans le jrocede de Tinvention. les cellules ne sont pas lysees 
25 par rintervention rfun facteur ext^eur. La culture est poursuivie pendant une duiee 
plus longue. et les virus sont recoltes directement dans le sumageant, apres liberation 
spontaiuiee par les cellules d*encapsidation. Le virtis selon Tinvention est ainsi recupere 
dans le sumageant cellulaire, alors que dans les procedes anterieurs, fl s^agit d*un vims 
intraceDulaire, plus particulierement intranucl^aire. 
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ffi HPLC. „ PCR »m.^„an,i««.e (exe^pte 4.3). h ■»k,«io„ d« ceBuh. ««« „ 
o.. «e dan. ,e sumagean, „ 

K«,u.9«%a„„«,.aesv.„so«..„«^^,._^^.^.^_^^ 

c«a^ f.c.«ua. E„ partoufe .ae pau V..., ^ ^ ^ ^ ^ ■» • 
~^.^dede«...„.««^,^^ 

,a d.«i„„ de E3 «*,e «.„^ ^ ^ 
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revanche^ en I'absence de la region £3» un temps de culture superieur semble 
necessaire. A cet egard» la demand^^sse a effectue des experience de cinedque de 
Iib§fation d*un adenovirus deficient pour les regions El et E3 dans le sumageant des 
cellules, et montre qt^ la liberation d^ute 4 a 5 jours environ post-infection, et dure 
5 jusqu'au jour 14 environ. La liberation attaint generalem&it un plateau entre le jour 8 
et le jour 14, et le titre reste stable au moins 20 jours post-infection. 

Pineferentiellement, dans le procede de Tinvention, les cellules sont cultivees 
pendant une periode comprise entre 2 et 14 jours. Par ailleurs, la liberation du virus 
peut etre induite par expression dans la cellule d*encapsidation d'une protetne» par 

10 exemple virale, impliquee dans la liberation du virus. Ainsi, dans le cas de Tadenovirus, 
la liberation peut etre modulee par expression de la proteine Death codec par la region 
E3 de Tadenovirus (proteine E3-11.6K), eventuellement exprimee sous controle d'un 
promoteur inductible. De ce fait, il est possible de reduire le temps de liberation des 
virus et de recolter dans le surnageant de culture, plus de 50% des virus 24-48 heures 

15 post-infectiOT. 

Pour recuperer les particules viral^, le sumag^t de culture est 
avantageusement pr6alablement filtre. ^adenovirus ayant une taille de 0,l^m environ 
(120nnfi), la filtration est realisee au moyen de membranes ayant une porosit6. 
suffisammem importante pour laisser passer le virus, mais suffisamment fine pour 

20 retenir les contaminants* De pr&ference, la filtration est realisee au moym de 
membranes ayant une porosite superieure a 0,2\im. Selon un mode de mise en oeuvre 
particulierement avantageux. la filtration est realist par filtrations successives sur des 
membranes de porosite decroissante. Des resultats particulierement bons ont ete 
obtenus en realisant la filtration sur des fibres profcHidetu- de porositS decroissante 

25 10|im, l.Opm puis 0,8-0,2^m. Selon une autre variante prefer6e, la filtration est 
realisee par miaofiltration tangentielle sur mmibranes planes ou fibres creuses. On 
peut utiliser plus particulierement des membranes planes Millipore ou des fibres 
creuses ayant une porosite comprise entre 0,2 et 0,6|im. Les r&sultats prteentSs dans 
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Selon «„ .„te «pec, de I'invenfa. den,«d««« . mamtenan, ^3 a. pdm 

' ^te , " 

<^P^.^.. ^.en.„ « ^p„^ ^ ^ de d. coup™. 

*'"^'-«-«8«-'en»«r.«l»a«™>^d'u,«p„™p.d.^te„^ 
menta. du disposirtf e, I. p««i„„ «„,,,,ert™«^ 

vanne sur U «i„ ^ ^ ^„ po^p. i debi. variaM. b 

1^. I^de d« ctaftfite. u vi«a« du flux « p^ «™„^ 
dK^d«f.»nig«»^pe„defc„«deciaaBta«««^ 

•^<«»«-P«fe™«i«»-™infa«„ri3(K)0«c^p^„„i„,e«», 
» «»«»"'-"«co,n»,.g.des™e^D«^^^^^^^_^,^ 

poar M«fU«Uo„. par e«„,pfe d« 

n«,bran« pl«« ou fibres a««s (An,ico», Mfllipo^. Saaorius. Pal, OF 
Sep^cori. V^-^ 1000 kDa envi™, o„ „SH^ 

» "'•"-•'OOOkDa.dep^^nceo.ar^en.^IOOkDae.lOOOkDa.L.^^ 
de ™en*™« ay.« .„ a«dl de co„p„„ de 1000 MJa o« aup^eu, em-ato. „ 
«» P«e inipomme do vi™s i c«,. 4„pe. P«,«^Mleme„. o„ ^ 

n|^b,a«. ayan, un aeufl de coupwe c.™^ enu. 200 « 600 H... „„„ pK„ 
l^^t. 300 e. 500 kDa. I« «p^ prt^ 
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perniet la retention de plus de 90% des particules virales tout en Sliminant des 
contaminants du milieu (ADN» proteines du milieu, proteines cellulaires, etc.). 
^utilisation d'un seuil de coupure de 500 kDa offre les memes avantages. 

Les nesultats presentes dans les exemples montrent que cette etape permet de 
5 concentrer des voltunes de sumageant importants» sans perte de virus (rendement de 
90%), et qu'elle genere xm virus de meilleure qualite. En particulier, des facteurs de 
coiu^ntratton de 20 a 100 fois peuvent etre obtenus aisemmt. 

Cette etape d'ultrafiltratiQn consiitue ainsi une purification sup{dementaire par 
rapport au schema classique dam la mesuie ou les contaminants de masse inferieure au 

10 seuil de coupure (300 ou 500 kDa) sont elimines au moins en partie. L'amelioration de 
la qualite de la preparation virale est nette lorsque Ton compare Taspect de la 
separation apres la premiere 6tape d'ultracentrifugation selon les deux procSdes. Dans 
le procede classique impliquant une lyse» le tube de la preparation virale presente un 
aspect trouble avec un coagulum (lipides, proteines) venant parfois toucher la bande 

15 de virus, alors que dans le proced6 de Tinvention, la preparation apres liberation et 
ultrafiltration presente tine bande deja bien resolue des contaminants du milieu qui 
persistent dans la frfiase superieure. L'amelioration de la qualite est aussi demontree 
lorsque Ton compare les profils sur chromatographie d'echange d'ion d*un virus 
obtenu par lyse cellulaire par rapport au virus obtenu par ultrafiltration comma decrit 

20 dans la presente invention. Par ailleurs, il est possible d'ameliorer encore la qualite en 
poursuivant rultrafiltration par une diafiltration du conccfhtrat. Cette diafiltration est 
realisee sur le meme principe que Tultraflltration tangentielle, et permet d*eliminer plus 
completement les contaminants de taille superieure au seuil de coupure de la 
membrane, tout en reaiisant Tequilibration du concentrat dans le tampon de 

25 purification. 

Par ailletffs, la demanderesse a egalement montre que cette ultrafiltration 
permettait ensuite de purifier le virus directement par chromatographie sur oolonne 
dchangeuse d^ions ou par chromatographie de permeation de gel. permettant d*obtenir 
une excellente resolution du pic de particules virales sans avoir besdn de traitement de 
30 la preparation prealable a la chromatographie. Ceci est particulidrement inattendu et 
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avamageux. En effet. comme in^ dans Tartide de Hyughe et al. p^te la 
punfication par chromatogmphie de preparations viniles donne des r6sul,ats n,6diocres 
et necessite de plus u„ prettaiiement de la suspension vin.le par de la Benzonase et des 
cydodextrines. 

que les vinis sonl licohes par tihrafiliratkM. 

Com„,e hdkp,« d-avam. te co™««« rtsulow « «fl«,bte 
purfflcaUon du vin-s. C^„a pwr«.-» p.« «^ p„ ^ 

««re milieu ,-^u>c^f,^ pe™e«„, ^ ^ 

de-^rt ou coefficien, de «dh«n«tica Le, r6s«H^ ^ ; 

™ en effe. .i^s amsi <*^„ ^„ ..^^ 
a. pamculier, »!<>, rinv-uic^ a ea p<«*te de «„pl«er le chW de oe*™ per 

kmmm"!?' * '"^■^•^^•-''^'*«^^3p,op-«yo-bis(.«,,™i^,j 

le w «du»e«e J Pequilibe i une de«M reUfiv. comprise en*e 1,16 e. 1 24 
L-«iHs.tion de ««e »,„,io„ e« .v™«,|«« c6«nii^e„, au chlorue de 
die n-es, pu «»i,„e. Par aUteu.,. fa dema«le,«« . ejalemen, ^ 
de maniire avanogeuse. concemn.. p«^^i, ,„33i de purifier le vi™i 

<l,«aeme., par un mtonisn* <r«d,a„ge„se d'ions cu par pen,*„io„ de gel et 
<rob«ir une exodl«« rtaoluto. du pic cHro™a«^pbi^ de particute vi™les 
anis avoir besota de pi6iraiteiiiem. 

Sela» u„ mod. de rtaliMUon p,««, fc» vinis aon, do« ricoHfa et p.rtflfa par 
chromalognphie d'&hange demons, 

Pour la chomatographie tfictange d-»dc«s, di«fe««s wes de aupports 
peuven. «,re entployfe. „ ^ ^^^^ ^ ^ 

(gels Sephadex), laoylamide (gels SeptacH «ds TC^k^). I. sQice (gels TCK-gel 
SW), le poMajTta^livinylta,^) (gels So«ce ou gels Pores), le copolymte 
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ethylene glycol-methacrylate (gels Toyopeari HW et TSK-gel PW), ou des melanges 
(agarose-dextran: gel Superdex). Par ailleurs, pour ameliorer la resolution 
chromatographique, 3 est prtferable dans le cadre de Tinvention d'utiliser de su]:qxxts 
sous forme de billes, ayant les caracteristiques suivantes : 
5 - le plus spherique possible, 

- de diametie calibr6 (bOles toutes identiques ou le plus homogenes possible)/ 
sans imperfecdons ni cassures. 

- de diamgtre le plus petit possible: des bflles de 10 ^m ont ete decrites 
(MonoBeads de Pharmacia ou TSK-gel de TosoHaas, par example). Cette valeur 

10 semble constituer la limiie inferieure pour le diametre de billes dont la porosite doit par 
ailleurs etre tres elevee pour permettre la penetration des objets a chromatographier a 
rinterieur des billes (voir ci-dessous). 

- tout en restant rigides pour resister a la pression. 

Par ailleurs, pour chromatographier les adenovirus qui constituent des objets 
15 de taille tr^ impcMtante (diamdtre > 100 nm)» il est important de mettre en oeuvre des 
gels ayant une limite sup&rieurexde porosite eievee* vdre la plus elevee possible, pour 
permettre Vacds des particules virales aux groupements fonctionnels avec lesquels 
elles sont appel^ a interagir. 

Avantageusement» le support est choisi parmi I'agarose, le dextran, 
20 Tacrylamide* la silice, le poly[styrene-divinylbenzene], le copolymere Xylene glycol- 
methacrylate, seuls ou en melange. 

Pour la chxomatographie d'echange d'anions, le support utilis§ doit etre 
f<xictionalise» par greffage d*un groupement susceptible d'interagir avec une molecule 
anionique. Le plus generalement, le g^roupement est constitue d'une amine qui peut etre 
25 temaire ou quatemaire. En utilisant une amine temaire, telle que le DEAE par 
exempie, on obtient im echangeur danions faible. En utilisant une amine quatemaire. 
on obtient un echangeur d'anioris fc»t. 

Dans la cadre de la presente invention, il est particulierement avantageux 
dutiliser un ^diangeur d*anions fort Ainsi» on utilise preferentiellement sdon 
30 rinvention un support de chramatographie tel qu*indique ci-dessus, fonctionnalis6 par 
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des amines quatemaires. Panni les supports fonctionnalisfe par des amines 
quatemaires, on peut citer comme exenfq)les les thanes Source Q, Mono Q, Q 
Sepharose. Poros HQ et Poros QE, les r^sines de type Fractogel TMAE, et les resines 
Toy<^arl Super Q. 

5 Des exemptesprfeffir&derfeinesutilisables dans le cadre de ['invention sontle 

Source, notamment Source Q, tel que 15 Q (Pharmacia), les MonoBeads, tel que Q 
(Pharmacia), les resines de type Pt>ros HQ et Poros QE. Le support MonoBeads 
(diam^ des Inlles 10 ± 0^ tun) est di^fxnuble commeitialement depuis plus de 10 
ans et les r6sines de type Source (15 jim) ou Poros (10 nm ou 20 Mm) depuis 5 ans 

10 environ. Ces deux demiers supports pr§sentent I'avantage rfavoir une distribution des 
pores internes tres large (ils vont de 20 nni a 1 i^m). permettant ainsi le passage de tres 
gros objets a travers les billes. De plus ils offrent tres peu de resistance a la circulation 
de liquide a travers le gel (done tress peu de jwession) et sont tres rigides. Le transport 
des solutfe vers les groupements fonctionnels avec lesquels ils vont entrer en 

15 interaction est done trds rapide. La demanderesse a montr6 que ces parametres sont 
particulierement importants dans le cas de raderiovirus, dont la diffusion est lente en 
raison de sa taille. 

Les resultats presentes dans les exemples montrent que I'adenovinis peut etre 
purifie a partir du concentrat en une seule etape de chromatographie d'echange 

20 d'anions, que le rendement de la purification est exceUent (140% en terme de tdu. 
compare i la valeur de 49% rapport6e par Huyghes et al.) et que la resolution est 
excellente. En outre, les risultats pr6sent6s montrent que I'adSnovirus obtenu presente 
une ihfectivite 61ev6e, et poss^ done les caracteristiques requises pour une utilisation 
th&apeutique. Des r§sultats particulierement avantageux ont ^6 obtenus avec un 

25 €changeur d'anions f<Mrt, c'est-a-dire fonctioraialisS par des amines quatemaires. et 
notamment avec la resine Source Q. La resiiie Source Q15 est particulierement 
prcf6r6c 
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A cet egard, un autre objet de I'invention conceme un {x-oced^ de purification 
d'adenovirus recombinants d partir d*un milieu biologique caracterise en ce qu*il 
comprend une etape de purification par chromatographie d*echange d^anions fort 

Selon cette variante, le milfeu biologique peut etre un sumageant de cellules 
5 d'encapsidation productrices dudit virus» un iysat de cellules d*encap5idation 
productrices dudit vims, ou une solution piepurifiee dudit virus. 

Preferentiel!ement» la chromatographie est effectute sur un su{^port 
fonctionnalis6 avec une amine quatemaire. Toujpurs sekm iin mode pr6fere» le support 
est choisi parmi Tagarose, le dextrah, Taoylamide, la silice, le po]y[styr^- 
10 diviny]benzene)» le copolymere ethylene glycol-methacrylate» seul ou en melange. 

Un mode de realisation particuKerement avantageux est caractSrise en ce que la 
chrbmatograi^e est effectuee sur tme resine Source Q» de preference Q15. 

Par ailleurs, le procede decrit ci-dessus est avantageusement realise a partir 
d'un sumageant de cellules productrices. et comprend une etape prealaUe 
15 d'uhranitration. Cette 6tape est avantageusement realisee dans, les oxiditions definies 
ci-avant, et notamment, il s'agit d*tme ultrafiltration tangentielle sur membrane ayant un 
seuil de coupure compris entre 300 et 500 kDa. 

Selon un autre mode de realisation du procede de Tinventicm, les virus sont 
recoltes et purifi^ par chromatographie de permeation de geL 

20 La penneation de gel peut etre realisee directement sur le sumageant* sur le 

concentrate ou sur le virus issu de la chromatographie d*echange d'anions. Les supports 
mentionn^ pour la chromatographie d'echange d'anions peuvent etre utilises dans 
cette etape. mais sans fonctionnalisation. 

A cet egard. les supports prefSres sont Tagarose (gels Sepharose), le dextran 
25 (gels Sephadex). Tacrylamide (gels Sephacryl, gels Trisacryl)» la silice (gels TSK-gel 
SW), le copolymere ethylene glycol-methacrylate (gels Toyopearl HW et TSK-gel 
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PW). ou des melanges (agarose-dextran: gel Superdex). Des supports paiticulierement 
prefer^s sont : 

- le Supeidex 200HR (Phannacia) 

- le Sephaoyl S-SOOHR, S-IOOOHR ou S-2000 (Pharmacia) 
5 -leTSKG6000PW(TosoHaas). 

Un procede prefere sekm rinvention comprcnd done une ultrafilttation suivie 
d'une chromatographie d'echange d'anions. 

Un autre procede prefere comprend une ultrafiltration suivie d'une 
chromatographie d'echange d'anions. suivie d'une chromatographie de perm&tion de 
10 gel. 

Une autre variante de rinvention conceme un procede de purification 
d'adenovin«j a partir d'un milieu biologique comprenant une premiere etape 
d'ultracenlrihjgation. une deuxieme etape de dilution ou dialyse. et une troisieme etape 
de chromatographie d'echange d'anions. PreferenUellement. selon cette variante. la 
15 premiere etape est realisee par uhracentrifugaiion rapide sur gradient de chlorure de 
cesium. Le terme rapide signifie une ultracentrifugation allant de 03 a 4 heures 
environ. Au cours de la deuxieme etape, le virus est dilue ou dialyse contre du tampon, 
pour faciliter son injection sur le gel de chromatographie. et I'elimination du milieu 
d'ultracentrifugation. La troisieme etape est realisee en utUisant une chromatographie 
20 d'echange d'anions telle que decrite ci-avant. de preference d'anions forts. Dans une 
experience typique. a partir du virus r6coh6 dans le sumageant (ou feventuellement 
iniraoellulaire). une lere uhracentrifugaUon rapide est effectuee avec chlorure de 
cfesium (comme dans I'exemple 3). Ensuite. apres une simple dihition de I'echantillpn 
(par exemple par 1 0 vohmies de tampon) ou aprgs une simple dialyse dans du tampon. 
25 r6chantillon est chromatographie en echange d'ions (comme dans Texemple 5.1.). 
L'avantagp de cette variante du procede de I'invemion. pioviem du fait qu'dle met en 
oeuvre 2 modes totalement differents de separation du virus (density et charge de 
surface), pouvani amener eventudlement le virus a un niveau de qualite combinant les 
performances des 2 methodes. En outre. I'etape de chromatographie permet 
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simultanement d'eliminer le milieu utilise pour rultracentrifugation (chlonire de 
cesium par exemple, ou tout autre milieu equivalent cite plus haut). 

Un autre obget de rinvention conceme rutilisatkm de ]odixanol»5^*-[(2- 
hydroxy-l-3pn>panediyl)-bis(acetylamino)]bis[N,N'-bis(2;^ 
5 triodo-l,3-ben2enecarboxamidej pour la purification d'adenovirus. 

Pour la mise en oeuvre du proo6de de Finvendon^ differentes celhiles 
d'encapsidation des adenovirus peuvent etre utilis6es. En particuKer» les cellules 
d'eiu:apsidation peuvent ^tr? prepar6es a partir de diff6remes cellules 
fdiarmaceutiquement utilisables, c'est-a-dire cultivables dans des ccmditions 

10 indusuiellement acceptables et n'ayant pas de caractere pathogene reconnu. II peut 
s'agir de lignees cellulaires etablies ou de cultures primaires et notamment de 
retinoblastes humains* de cellules de carcinoma de pounrKm humain» ou de cellules 
embrycsmaires de rein. II s'agit avahtageusement de cellules d'origine humaine, 
infectables par un adenovirus. A cet 6gard, on peut citer les cellules KB» Hela» 293, 

15 Vero, gmDBP6, HER. A549, HiER. etc 

Les cellules de la lignee KB sont issues d'un cardnome epidermique humain. 
Elles sont accessibles a TATCC (ref . GCL17) ainsi que les conditions permettant leur 
culture. La lignee de cellules humaines Hela est issue rfun carcinome de Fepithelium 
humain. Elle est egalement accessible a TATCC (ref. CCL2) ainsi que les conditicms 

20 permettant sa culture. Les cellules de la lignee 293 sont des cellules de rein 
embiyonnaire humain (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 (1977) 59). Cette lignee 
contient notamment, tntegrte dans son genome, la partie gaudie du genome de 
rad6novirus humain Ad5 (12 %). La lignee de cellules gm DBP6 (Brough et al.. 
Virology 190 (1992) 624) est constitute de cellules Hela portant le gene E2 

25 d*adenovirus sous le contn^e du LTR de MNfTV. 

II peut s'agir egalement de cellules d'origine canine (BHK, MDCK. etc). A cet 
egaid, les cellules de la lignee canines MDCK sont pref^ees. Les conditions de culture 
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des cellules MDCK ont ete decrites notamment par Macatney et al.. Science 44 (1988) 
9. 

Differentes Kgnees de cellules d'encapsidation ont ete decrites dans la litterature 
et sont mentionnees dans les exemples. U s'agit avantageusement de ceUules trans- 
complementant la fonction El de I'ad^novinis. Encore plus prtf&entiellement. fl s^git 
de cellules trans-compl6mentant les fanctions El et E4 ou El et E2a de rad^vinis. 
Ces cellules sont pi«6iemielleinem derives de cellules eml^yonnaires humaines de 
rein ou de la rfetine. ou de carcinpmes humains de poumcm. 

L'invention foumit ainsi un precede de production d'adenovirus recombinants 
particuUerement avantageux. Ce precede est adapte a la production de virus 
recombinants defectifs pour une ou plusieurs regions, et eh particuUer. de virus 
defectifs pour la region El. ou pour les regions El et E4. Par ailleurs. a est applicable 
i la productiori d'adenovirus de serotypes different, tels qu'indiques ci-avant 

Selon un mode particulidrement avantageux. le prxxrede de I'invention est utilise 
pour la production d'adenovirus recombinants dans lesquels la region El est inactive 
par deletion d'un fragment PvuII-Bglll allant du nucleotide 454 au nucleotide 3328. 
sur la sequence de I'adenovirus Ad5. Cette sequence est accessible dans la litterature et 
egalement sur base de ^lonnees (voir notamment Genebank n" M73260). Dans un autre 
mode de realisation pr§fere. la region El est inactivee par deletion d-un fragment 
Hinffl-SauSA allant du nucleotide 382 au nucleotide 3446. Dans un mode particulier. 

le proc6d6 permet la production de vecteurs comprenam une deletion de la totality ^ 
la region E4. Ceci peut etre reaUse par exdsion d'un fragment Maell-MscI 
conrespondant aux nucleotides 35835-32720. Dans un autre mode particuUer. seule 
une partie fbnctionnelle de E4 est d61^. Cette partie comprefKi au moins les phases 
0RF3 et 0RF6. A titre d'exemple. ces phases Codantes peuvent etre deietees du 
genome sous forme de fragments PvuH-AluI et BglH-PvuII respectivement. 
correspondant aux micieotides 34801-34329 et 34115-33126 respecUvement. Les 
deieUons de la region E4 du virus Ad2 dl808 ou des virus Ad5 dllOCM. AdS dllOO?. 
Ad5 dllOll ou AdS dll014 peuvent egalement etre utilisees dans le cadre de 
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rinvention, A cet egard, tes cellules de rinvention sont particulierement avantageuses 
pour la production de vims comprenant une region El inactive et une deletion dans la 
region E4 du type de ceUe pfesente dans le genome de Ad5 dll014. c*est-a-dife de 
virus £4" conservant la phase de lecture ORF4. 

5 Comme indique ci-avant, la deletion dans la regicm El couvre avantageusement 

tout ou partie des regions El A et ElB. Cette deletion doit dtre suffisante pour rendre 
le virus incapable de replication autonome dans une cellule. La partie de la region El 
deletee dians ies adenovirus selon rinvention couvre avantageusement les nucleotides 
454-3328 ou 382-3446. 

10 Les positions donnees d-dessus font reference a la sequence de Tadenovirus 

Ad5 sauvage telle que publiee et accessible sur base de donnee. Bien que des 
variations mineures puissent exister enire les differenls serotypes d'adenovinis, ces 
positions sont generalement applicables a la construction d'adenovirus recombinants 
selon rinvention a partir cfe tout serotype* et notamment des adenovirus Ad2 et Ad7. 

15 Par aiileurs, les adenovirus produits peuvent posseder d'autres alterations au 

niveau de leur genome. En particulier» d'autres regions peuvent etre deletees pour 
au^enter la capacite du virus et reduire ses effets secondaires lies a Texpression de 
genes viraux. Ainsi, tout ou partie de la region E3 ou lVa2 notamment peut etre 
deletee. Concemant la region E3» il peut cependant etre particulierement avantageux 

20 de conserver la partie codant pour la prot&ne gpl9K. Cette proteine permet en effet 
tfeviter que le vecteur adenoviral fasse I'objet d'une reaction immunitaire qui (i) 
limiterait son action et (ii) pourrait avoir des effets secondaires indesirables. Selon un 
mode particulier, la region E3 est dSK^tte et la sequence codant pour la proteine gpl9k 
est reintroduite sous controle d*un promoteur h6t&ologue 

25 Comme indique avant, les adenovirus constituent des vecteurs de transfert de 

genes tres d^caces pour des applications de therapie genique et oellulaire. Pour cela, 
une sequence d*addes nucleiques h^&ologue dont le transfert et/ou Texpression dans 
une cellule, un orgme ou un organisme est recherche peut etre inseree dans leur 
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genome. Cette sequence peut comporter un ou plusieuis genes therapeutiques. tels 
qu'un gene dont la transcription et eventuellement la traduction dans la cellule dhte 
generent des produits ayant un effet thtopeutique. Pamu fes produits theiapeutiques 
onpeutdterplusparticuU&ementlesen^jesdWvissangu^ ^ 
5 lymphokines : interleukines, interferons. TNF. etc (FR 9203120). les facteurs de 
croissance. les neurotransmettems ou leuis pr^cuiseurs ou enzymes de synthese les 
facteurs tiophiques : BDNF. CNTF. NGF. IGF. GMF, aPGF. bPGF. NT3. NTS etc- 
les apolipoproianes : ApoAI. ApoAIV. ApoE. etc (W094^^^ 
une mimdystrophine (W093A)6223), les genes suppresseurs de tumeu.^ • p53 Rb 
.0 RaplA. DCC. lc-,.v. etc (W094/24297). ,es genes codant pour des facteurs impliques 
dans la coagulation : Facteurs VII. Vin, IX. etc. les genes suicides : thymidine kinase 
cytosme deaminase, etc; ou encore tout ou partie dW irmnunoglobuline naturelle ou 
artifidelle (Fab. ScFv. etc. W094/29446).etc. Le gene therapeutiqt^ peut egalemen, 
,etr« un gene ou une sequence antisens. dont Texpresskm dans la cellule dUe pen«et de 
15 controler I'expression de genes ou la transcription d-ARNm cellulai^. De telles 
sequences peuvent par exemple etre transcrites. dans la cellule able, en ARN 
complementaires d'ARNm cellulaires « bloquer afaisi leur litduction en proteine selon 
la technique d6crite dans le brevet EP 140 308. U g^ne tWrapeutique peut peut aussi 
etre un gene codant pour un peptide antigenique. capable de gen&^ 
20 reponse immunitaire. en vue de la realisation de vacdns. II peut s^agir notamment de 
peptides antig6niques spfidfiques du virus d'epstein barr. du virus HIV. du virus de 
Thepatite B (EP 185 573). du virus de la pseudo-rage, ou encore spWfiques de 
tuiheurs (EP 259 212). 

Gen^ralement. la sequence daddes nuclfiques h6t&t>logue comprend 
25 egalement une region promotrice de la transcription fonctiomielle dans la cellule 
infect6e. ainsi qu'une rggipn situee en 3' du gene d'inteiet. et qui sp6df.e un signal de 
fin transcriptionndle et un site de polyadenylation. L'ensemble de ces elements 
constitue la cassette d'expression. Concernam la region p,omotri«^ 
region promotrice naturdlement responsable de I'expression du gtne consider* lorsque 
30 <««e^e«««ceptibledefonctio«nerdansta«lluIeitrfecife^ 
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de regicwis tforigine differente (responsables de Texpression tfautres proteines, ou 
meme synthetiques), Notamment, U peut s'agir de sequences promotrices de g^nes 
eucaryotes ou viraux ou de toute sequence promotrice ou derivee, stimulant ou 
rgprimant la transcriptim dm gene de fagon specifique ou non et de fa^on inductible 
5 ou non. A titre d'exemi^e* fl peut s^agir de sequences promotrices issues du genome de 
la cellule que Ton desire infecter, ou du genome d'un vims, et notamment, les 
im>moteurs des genes ElA, MLP d*adenovirus, le prpmoteur CMV» LTR-RSV, etc. 
Parmi les promoteurs eucaryotes» on peut citer 6galement les promoteurs ubiquitaires 
(HPRT, vimentine» a*actine, tubuline, etc)» les promoteurs des filaments intermediaires 

10 (desmine, neurc^laments, k^tine. GFAP, etc) les promoteurs de genes 
therapeutiques (type MDR, CFTR, facteur VIII. etc) les promoteurs ^pecifiques de 
tissus (pyruvate kinase, villine, proraotair de la proteine intestinale de liaison des 
acides gras, promoteur de Tactine a des cellules du muscle Hsse. promoteurs 
spedfiques pour le fde ; Apo AJ, Apo AH, Albumine humaine etc) ou encore les 

15 |MX)moteurs repondant a im stimulus (recepteur des hormones steroTdes» recepteur de 
I'acide r§tinoTque,.etc,). En outre^ ces s^uences d'expression peuvent Stre modifi6es 
par addition de sequences d'activation; de regulation, ou permettant une expression 
tissu-sp^fique oti majoritaire. Par ailleurs, lorsque Tacide nucleique insere ne 
comporte pas de sequences d'expression, il peut etre insere dans le genome du virus 

20 def ectif en aval d'une telle sequence. 

Par ailleurs, la sequence d*addes nucldiques heterologue peut egalement 
oomporter, en particulier en amont du gene therapeutique, une sequence agnal 
dirigeant le produit therapeutique synth6t]s6 dans les voies de secretion de la cellule 
able. Cette sequence signal peut Stre la sequence signal naturelle du produit 
25 therapeutique, mais il peut egalement s^agir de toute autre sequence signal 
fonctionnelle, ou d'une sequence signal artifidelle. 

La cassette d'expression du gene therapeutique peut etre inseree en differents 
sites du genome de Tad^novinis recombinant, selon les techniques decrites dans I'art 
antSrieur. EUe peut tout d'abord Stre inseree au niveau de la d616tion EL EUe peut 
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egalement etre inseiee au niveau de la region E3. en addition ou en substitution de 
sequences. Elle peut egalement etre Jocaliste au niveau de la rtgion E4 dmte. 

U presente invention conceme Egalement les preparations virales purifiies 
obtenues selon le procede de I'invention. ainsi que toute composition phaimaceutique 
comprenant un ou plusieurs adenovirus recombinants d^ectifs pr€par«s selon ce 
procWe. Les compositions phannaoeutiques de Tinvention peuvent §tre formul6es en 
vue dune administration par voie topique. onile. paient6rale. intranasale. 
intraveineuse Jntramusculaire. sousKnitante. intraoculaire, tra^^ 

Pt^ferentiellement. la composition pharmaceutique conlient des v6hicules 
pharmaceutiquement acceptables pour une fonnulation injeciable. II peut s'agir en 
particulier de solutions salines (phosphate monc«odique. disodique. chlorure de 
sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc. ou des melanges de tels sels). stdriles. 
isotoniques. ou de composUions stehes. notamment lyophilisees. qui. par addition 
selon le cas d'eau sterilisee bu de serum physidogique. permettent la constitution de 
15 solutfe injectables. D'autres excipients peuvent dtre utilises tels que par exemple un 
hydrogel. Get hydrogel peut etre prepare a panir de tdut iwlymfire (homo ou het6ro) 
Wo^xwnpatibleet non cytotoxique. De tels polymeies ont par exemple etS decrits dans 
la demande WO93/08845. Certains d'entre eux. comme notamment ceux obtenus a 
partir d^oxyde d'ethylene et/ou de propylene som commerciaux. Les doses de virus 
20 utilisees pour Finjection peuvent etre adaptees en fonction de differents parametres. et 
notamment en fonction du mode d-adminisiration utilise, de la pathologie concemee. 
du gdne 4 exprimer. ou encore de la duree du traitement i«:herchee. D'une manieiB 
generate, les adenovirus recomKmmts selon I'invention sont formules et adminisires 
sous forme de doses comprises entre lO^ et 10^ pft,, et de preference 10^ a IQlO 
25 pfu. U terme pfu ("plaque forming unit") correspond au pouvoir infectieux d'une 
solution d-adfinovirus. et est determine par infection d'une culture cellulaire appiopri6e. 
etmesure.generalememapres 15 jours, dunombrede plages de cellules infectees.Le^ 
techniques de determination du titre pfu d'une solution virale sont bien documenl6es 
dans la litterature. 
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Selon le gene therapeutique» les vims ainsi produits peuvent etre utilises pour 
le traitement ou la prevention de nombreuses pathologies^ incluant les maladies 
genetiques (dystrophie, fibrose qrstique, etc)» les maladies neurodegeneratives 
(Alzheimer, Parkinson, ALS, etc)/Ies cancers, les pathologies liees aux d&sordres de la 
5 coagulatim ou aux dyslipoprotSin^ies, les pathologies li6es aux infections virales 
(hepatites, SIDA, etc), etc. 

La presente inventicm sera plus completement decrite a Taide des exmiples qui 
suivent, qui doi vent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

Lcgende des figures 

10 R gure 1 : Etude de la stabilite de I 'adenovirus purif ie selcHi Texemple 4. 

R gure 2 : Analyse en HPLC (phase inverse) de Tadenovirus purifle selon 
Texemple 4. Comparaison avec Tadenovinis de I'exemple 3. 

Figure 3 : Cinetique de liberation de radenovirus Ad-(Kjal dans le sumageant 
de cellules 293, mesuree par PCR semi-quantitative et Plaque Assay. 
15 Fi gure 4 : Profil d'elution sur Source Q15 d'un sumageant d*adenovirus 

ultrafiltre (exemple 5.1). 

Fi gure 5 : Analyse en CLHP Ressource Q du pic de virus recolte par 
chromatographic sur resine Source Q15 d'un sumageant d* adenovirus ultrafiltre 
(exemple 5.1). 

20 Fi gure 6 : (A) Profil d*elution sur resine Source Q15 d*un sumageant 

d'adenovinis Ad-APOAl ultrafUtre (exemple 5.3); et (B) Analyse eii CLHP 
(Resource Q) du pic de virus recohe. 

Fi gure 7 : (A) Profil d*elution sur Source Q15 d'tin sumageant d*adenovirus 
Ad-TK ultrafiltre (exemple 5.3). Analyse en CLHP (Resource (J) des differentes 

25 fracticms (debut et fin de pic) de virus recoltees : (B) Fracticm F2, milieu du pic; (C) 
Fraction F3, borne du pic; (D) Fraction F4, fin du pic. 

Figure 8 : ProfD d'elution sur resine Mono Q d'un sumageant concentre de 
culture de cellules productrices d' adenovirus (exemple 5.4). BG25F1: Virus 
sumageant concentre et purif ie sur cesium. BG25C : Sumageant infecte, concentre. 
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Figure Profil d'elution sur gel POROS HQ d'un surnageant concentre de 
culture de ceUules productrices d'adenovims (exemple 5.4). BG25FI • Virus 
surnageant concentre et purifie sur cesium. BG25C : Surnageant infecte, concentre. 

FiRwrMOAetP Profil de purification par permeation de gel sur SephaayJ 

S Sl000HR/Superdex200HRd'un surnageant d'adenovirusultrafiltre(exemple 6). 

Egureli : Analyse en microscopic diectronique d'un stock d'adenovinis purifie 
selon rinvention. 

BgureJ2 : Analyse en microscopic electronique de la bande de vims de densite 

1.27. 

Techniques pinirahs d» h joiogje niftlf ...i.i>^ 

Us methodes classiquement utilisees ea biologie molteulaire tdles que les. 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, felectrophorese sur gels d'agarose ou d'aco^amide, la 
punfication de fragments d'ADN par electrocution, les extraction de proteines au 
phenol ou au phenol-chloroforme. la precipitation d-ADN en milieu salin par de 
I'ethanol ou de I'isepropanol, la transformation dans Escherichia coli. etc sont bien 
connues de I'homme de metier et sont abondamment decrites dans la littmture 
[Maniatis T. et al., "Molecular Cloning, a Labon.too' Manual", Cold Spring HartK,r 
Laboratory, Cold Spring HariK>r, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et al. (eds). -Current 
Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New Yoric. 1987]. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie M13 sont 
d'ongme commerciale (Bethesda Research Ubonitories). Pour les ligatures les 
fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille par flectrophorese en gels 
d'agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un melange ph^ol/chloroforme 
precpues a I'ethanol puis incubes en presence de I'ADN Ugase du phage T4 (Biolabs) 
selon les recommandations du foumisseur. U remplissage des extr^ites 5' 
proeminentes peut €tre effectue par le fi-agment de Klenow de I'ADN Polymerase I 
d-E. coli (Biolabs) sdon les specifications du foumisseur. La destruction des 
extrteutfo 3' proeminentes est effectuee en presence de I'ADN Polymerase du phage 
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T4 (Biolabs) utilisfe selon ks recommandations du fabricant. La destruction des 
extremites 5' proeminentes est effectuee par un traitement menage par ]a nuclease Si. 

La mutag^^ dirigte in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques peut 
etre effectuee selon la methode developpee par Taylor et aL {Nucleic Acids Res. 
5 (1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. ^amplification 
enzymatique de fragments d*ADN par la technique dite de PCR [Polymerase^catalyzed 
Chain Reaction, Saiki R.IC et al, Science 23fi (1985) 1350-1354; Mullis K.B. et 
Faloona RA., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut etre effectuee en utilisant un 
"DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon las specifications du fabricant La 
10 verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par la methode 
developpee par Sanger et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribue par Amersham. 

Exempie^ 

Exemple 1 ; Ligneeg ^fel'ptojr^ d'ehq^psidatiOT 

15 Les cellules d'encapsidation utilis^es dans le cadre de Finventicm peuvent 

pfovenir de toiite lignee cellulaire infectable par un adenovirus, compatible avec une 
utilisation a des fins therapeutiques. U s*agit plus pref^rentiellement d'une cellule 
choisie parmi les Iign6es suivanties : 

- Les cellules de la lignee 293 : 

20 La lignee 293 est une Iign£e de cellules embryonnaires de rein humaiiies 

contenant I'extremite gauche (environ 11-12%) du genome de Tadenovirus s^type 5 
(Ad5)» comprenant TITR gauche, la rigiqn d'encapsidation, la region El, induant Ela, 
Elb, la region codant pour la proteine pIX et une partie de la region codant pour la 
prot6ine pIVa2 (Graham et al., J; Gen. Virol. 36 (1977) 59). Cette lignSe est capaUe 

25 de trans-comjdementer des ad^ovirus recomUnants d^fectife pour la region El , c'est- 
k-dire d6pourvus de tout ou partie de la region El, et de produire des stocks viraux 
ayant des titres elevgs 
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- Les cellules de la lignee A549 

Des cellules complementant la region El de l'ad§novims ont et6 constniites k 
partir des cellules A549 (Imler et al.. Gene Ther. (1996) 75). Ces cellules contiennent 
un fragment restreint de la region El, depourvue de ITTR gauche, placee sous le 
5 ocmtrole d'un promoteur inductible. 

- Les cellules de la lignee IffiR 

Le cellules embryonnaires de la ratine humaine (HER) peuvent etre infectees 
par un adenovinis (Byrd et al.. Oncogene 2 (1988) 477J. Des cellules d'encapsidatkm 
d'adenovirus preparees a paitir de ces cellules ont 6t6 decrites par exemple dans la 
10 demande W094/28152 ou dans I'article de Fallaux et al. (Huni.Gene Ther, (1996) 
215). On peut citer plus paiticulierement la lign6e 911 comprenant la region El du 
g&iome de I'adenovirus Ad5, du nucleotide 79 au nucleotide 5789 integr^ dans le 
genome de cellules HER. Cette Iign6e de cellules permet la production de virus 
di^ectifs pour la region El. 

15 - Les cellules IGRP2 

Les cellules IGRP2 sont des cellules obtenues a partir de celhdes 293, par 
integration dune unite fonctionnelle de la region E4 sous controle tfun promoteur 
inductiWe. Ces celhiles permettent la production de vinis defectifs pour les regions El 
et E4 (Yeh et aL, J. Virol (1996) 70). 

20 -Les cellules VK 

Les cellules VK (VK2.20 et VKlO-9) sont des cellules obtenues a partir de 
celHiles 293. par integration de I'integraHte de la region E4 sous contrtle d-un 
promoteur inductible, et de la region codant pour la prot«ne pIX. Ces celhiles 
permettent la production de virus defectifs pour les r§gions El et E4 (Krougliak et al., 

25 Hum. Gene Ther. 6 (1995) 1575). 

-Les cellules 293E4 

Les cellules 293E4 sont des cellules obtenues a partir de cellules 293, par 
integration de l'int6grallte de la region B4. Ces cellules permettent la production de 



W098AN)S24 



PCT/FR97/01107 



27 

virus defectifs pour les regions El et E4 (WO95/02697; Cancer Gene Ther. (1995) 
322). 

Exemnle 2 : Vims utfliscs 

5 Les vims produits dans le cadre des exemples qui suivent sont un adenovirus 

contenant le gene marqueur LacZ de E.coli (Ad-|3Gal), un adenovirus contenant le 
gene codant pour la thymidine kinase du virus de Therpes type I (Ad-TK)» un 
adenovirus contenant le gene codant pour la proteine suppresseur de tumeur p53 
humaine et un virus codant pour rapolipoproteine Al (Ad-apoAI). Ces virus sont 
1 0 derives du serotype Ad5 et possedent la structure suivante : 

- Une deletion dans la region El recouvrant par exemple les nucleotides 382 
(site Hinfl) a 3446 (site Sau3a). 

- Uhe cassette d'expresstcm du gene» sous controle du promoteur RSV ou 
CMV« inseree au niveau de ladite deletion. 

15 - IJne deletion de la region E3. 

La construction de ces virus a ete decrite dans la litterature (WO94/25073, 
WO95/14102, FR 95.01632, Stratford-Perricaudet et al. J. Clin. Invest (1992) p626). 
II est entendu que toute autre construction peut etre produite selon le procede de 
rinvention. et notamment des virus portant d'autres genes heterologues et/ou d*autres 
20 deletions (E1/E4 ou E1/E2 par exemple). 

Exemple 3 : P roduction de virus oar Ivsc des cellules 

Cet exemple reproduit la technique an^eure de production de virus, 
ccMisistant a lyser les cellules tf encapsidation pour recuperer les virus produits. 

Les cellules 293 sont infectees a 80-90% de confluence en boite de culture 
25 avec un prestock de virus Ad-pGal ou Ad-TK (exemple 2) a raison de 3 a*5 virus par 
cellule (Multiplicity of Infection MOI = 3 a 5). Uincubation dure de 40 a 72 hemes, le 
timing de recolte etant juge par Pobservation au microscope des cellules qui 
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s'anomlissent. devieiment plus i^rin^ies et adheiem de phis en plus faiWen«nt au 
support de culture. Dans la litterature la dnetique du cycle viral dure de 24 a 36 
heures. 

Au niveau d-une production de labo a est important de .ecolter les cellules 
> avant qu'eUes ne se d^tachent afin d'di„,iner le milieu d'irfection au momem de la 
recolte sans perdre de cellules puis de les reprendre dans u„ volume minimum (le 

facteur de concentration est selon la taUle de la culture de I W de 10 i 100 fois). 

U virus est alors lib&6 du noyau par 3 ^ 6 cycles de d6cong61ation successifs 
(ethanol carboglace i -70»C, bain-marie a 37*C) 

Le lysat celhilaire obtenu est ensuite centrifuge a basse vitesse (2000 a 4000 
ipm) et le sumageant (lysat cellulaire darifie) est ensuite purifie par ultracentrifugation 
en gradient de chlorure de cesium en deux etapes: 

- Une premiere ultracentrifugation (step) rapide de U heure 35000 rpm rotor 
sw 41. sur deux couches de cesium 1.25 et 1.40 encadtant la density du virus (1 34) de 
facon a separer le virus des proteines du milieu; les rotors peuvent etre des rotors 
•swinging'(Sw28^w41Beckman ) ou angle fixe fTi 45. Tl 70.11 70.1 Bedcman) selon 
les volumes d traiter; 

- Une deuxifime ultracentrifugation en gradient plus tongue (de 10 i 40 heures 
selon le rotor utilise), par exemple 18 heures a 35000 rpm en rotor sw 41 qui constitue 
la veritable et unique purification du vims. Le virus se retrouve dans un gradient 
lin6a|re a I'equilibre d une density cfe 1.34. 

Generalement. a cette etape. la bande du virus est majoritairB. On observe 

n&inmoins parfois deux handes moins denses. fines dont I'observation en miooscopie 

electronique a montrfe qu'il s^agissaTt de virus vides ou cas^ et pour la bande la moins 

dense de sous unites virales (pentons. hexons). Apres cette etapes le virus est r^lte 

dans le tube par ponction a I'aiguille et le cesium est 61imin6 par dialyse ou dessalage 
surG25. 

Example 4 ; Produefinn |^ ^"■^''n im 
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Cet exemple decrit une experience de production de virus par recuperatiai 
apres liberation spontannee. Le virus est ensuite recolte par ultrafiltration^ puis purifie 
par chlorure de cesium. 

4,1, PrptpgQlg 

5 Dans cette m^thode» contrairement a Fexemple 3, les cellules ne sent pas 

rec6Ii6es 40 a 72 hetir^ post-infection, mais rincubation est prolongee entre 8 i 12 
jours de fagon i obtenir une lyse totale des cellules saiis avoir besoin de proceder aux 
cycles de congelations decbng^lations. Le virus se retrouve dans le surnageant 
Le surnageant est alors clariHe par filtration sur des filtres prof ondeur de 
10 pprosite decroissante(10 [im/l .0 finVO:8-0.2 jim). 

Le virus a une taille de 0.1 \xmeia cette etape nous n'avons observe aucune 
perte de virus par retention sur le filtre a la plus fatble porosite( 0.22 \im) 

Le surnageant une fois clarifie est ensuite concentre par ultrafiltration 
tangentielle sur membrane spirale Millipore ayant un seuil de coupure de 300 kDa. 
15 Dans les experiences rapportees dans la preserite in vention^ le f acteur de 

concentration est dicte par le volume mort du systeme qui est de 100 ml. Des volumes 
de surnageant de 4 d 20 litres ont ete concentres avec ce systeme, permettant d*obtenir 
des volumes de concentrat de 1 00 ml Sl 200 ml sans dif ficultes, ce qui correspond a un 
facteur de CGncentration de 20 a 100 fois. 
20 Le concentrat est ensuite filtre sur 0.22 \m puis purifiid par centrifugation sur 

chlorure de cesium ccmime decrit dans I'exemple 3, suivi d*une etape de dialyse. 

4,2. Resultats 
Eyretfi 

Alors que le tube de virus intracellulaire (exemple 3) presente un aspea trouble 
25 avec un coagulum Oipdes, proteines) venant parfois toucher la bande de virus, la 
preparation virale obtenue apres la premiere etape de centrifugation sur chlorure de 
cesium par le procede de Tinvention presente ime bande de virus deja bien isolee des 
contaminants du milieu qui persistent dans la phase superieure. L'analyse en 
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chromatographie iiquide haute performance sur colonne Resource Q (cf exemple 5) 
montre aussi ce gain en purete du materiel de depart obtenu par dtrafiltration de 
sumageant infect6 avec une diminution des contaminants acides nucleiques (ratio DO 
260/280 superieur ou egal a 1.8) et proteiques (ratio DO 260/280 inferieur a 1). 

5 Stabilite du virus dans un sumageant a 37^C : 

La stabilite du virus a ete determine par titration par la methode de 
plaque assay d*un sumageant de culture infectieux dont des aliquots ont 6te prelevees. 
a differaits temps d'incuhation a 37^C post -infection. Les iresultats sont presentes d- 
dessous: 

10 Virus Ad-TK: 

. titre 10 jours post-infection= 3.5 x 10* pf^AnI 

. titre 20 jours post-infection= 3.3 1 0® pftyml 

VimsAd-fJGal 

. titre 8 jours post-infections 5.8 X 10* pfy/ml 

15 . titre 9 jours post-infection= 3.6 x 10* pfu/ml 

. litrelO jours post-infections 3.5 X 10* (rfuA^ 

. title 13 jours post-infectton= 4.1 x lO^pfiiAnl 

. titre 16 jours post-infection== 5.5 x 10* pfu/ml 

Les resultats obtenus montrent que, jusqu*a au moins 20 jours post-infection, le 
20 titre du sumageant est stable dans la limite de precision du dosage. Par ailleurs, la 
Hgure 1 montre que. dans le tampon d'elution. le virus est stable au moins 8 mois, a - 
80 C comme a -20 C. 

Infectivite specifique des pr&parations 
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Ce parametre, correspondant au ratio du iiombre de particules virales mesure 
par HPLC sur le nomhre de pfu^ rend compte du pouvoir infectieux des preparations 
virales. Selon les recommandations de la FI>A» D doit etre inferieur a 100. Ce 
parametre a ete mesure comnie suit : Deux series de flacons de culture contenant des 
5 cellules 293 ont de infectSes en parallele au meme moment avec le mgme presiock 
viral dans les mgmes conditions. Cette experience a ete realist pour un adenovirus 
recombinant Ad-bgal, puis repetee pour un adenovirus Ad-TK. Pour chaque 
adenovirus, une serie de flacons est recoltee 48 heures post-infection et est consideree 
comme une production de virus intracellulaire purifi6 sur gradient de cesium apres 

10 ccHfgelation decongelation. L'autre serie est incubee 10 jours post-infection et le virus 
est recolte dans le sumageant. Les preparations purifiees obtenues sont titr&es par 
plaque assay et la quantification du nombre de particules virales totales est determinee 
par la mesure de la concentration en proteine PVII par GLHP de phase inverse sur une 
colonne C4 Vydac 4.6x50 mm apres denaturation des echantilions en guanidine 6.4M. 

15 La quantite de proteines PVII est correlee au liombre de particules virales considerant 
720 copies de PVII par virus (Horwitz, Virology ^seccmd edition (1990))- Cette 
methode est ccxrelee avec les mesures de particules yirales sur preparations purifiees 
par la methode densitometrique a 260 nm ptenant pour confident d'extinction 
sp6cifique 1.0 umt€ d'absorbance = 1.1 10^^ particules par ml 

20 Les resultats obtenus montrent que, pour le virus Ad-pGal, ce ratio est de 16 

pour le virus sumageant et de 4i5 pour le virus intracellulaire. Pour le virus Ad-TK, le 
ratio est de 78 dans le cas de la recolte de virus dans la methode sumageant et de 80 
pour le virus recolte par la methode intracellulaire. 

Analvse en microscopie electronique : 

25 Cette metfiode permet de deceler la presence de particules vides ou sous unites 

virales libres copurifiSes, ainsi, que d'apprteier une contamination proteique des 
preparations virales purifiees ou la presence d*aggregats non dissociables de particules 
virales. 
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Result,: L'«..,» effect ^ ^ ^ ^ ^ 

obtenuesselonrinvention. H»™cujes viraies 

JO Analyse en SDS PAGE: 

*U ,U»™„ «„,p«„. ,^ „.3 

Analyse en HPLC remse phase 

.;;''*«2'™"«'>-l«po^.ionde3cl«™^^^^^_ 
deux edianlillons de vims rtcolies «. ™»^n ■ • 

CH3CN4^TFA 0.07%, gradient iineaire : T=Omin %B=2S. t-^- 

en^e eci^ullons, diffe-ence dans 

d. cha.^ Pie a ^ ^.^^ ^ ^ P- ^ 

I««.n.sp«s««es soM ^...es d-origine virale (Voir TiWeau a-.^ 
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PIC (Min) 


IDENTinCATION 


19-20 


PrecurseurPVIl 


21-22 


PrecuiseurPVn; PrecurseurPX 1 a 12 


27-28 


Pkecurseur P VI; PKcurseur PX 


32-33 


Precufseur PX 


34 




35-36 


PVn mature 


37 


PVII mature; PVIII precurseur 


39-41 


PVl mature 


45 


pX 


46 


pIX 


Analyse in vitro de I'efficacite de transduction de la cytotoxicity 



L*analyse de la cytotoxicity est effectuee en infectant des cellules HCTl 16 en 
plaques 24 puits pour des MOI croissantes et en determinant le pourcentage de 
cellules vivantes par rapport a un temoin non infecte » 2 et 5 jours post-infection, a 
5 Taide de la technique de coloration au cristal violet 
Les resultats sont presentes dans le tableau ci-dessous : 



Adenovirus 


MOI=3.0 


MOI=10.0 


MOI=30.0 


MOI=100.0 


SumageantJ2 


91% 


%% 


87% 


89% 


SumageantJS 


97% 


90% 


10% 


<5% 



Analyse de Tefficacit^ de transduction 



Pour un adenovirus AD*^al. VMRcsidt& de transduction d*une preparation est 
determinee en infectant des cellules W162, non permissives k la replication, cultivees 
10 en plaques 24 puits, avec des concentrations croissantes de particules virales. Pour une 
meme quantite de particules virales deposees, on d^ombre, 48 heures post-infection, 
les cellules exprimant Tactivite betagalactosidase apres incubation avec TX-gal comme 
substrat. Chaque celliile bleue est denombree conune une unite de transduction 
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rrou). le rtailM « ^jtfpiB par h dih.«o» <fe r«cha„ato„ ^ ^ 
conoBldon «, de «»«h.ctas d. |-|ehamiu<«. L dncac,,e de Mnsducdon 
ea e„»i.e ^primfe « «s», r3pp<„ de la co««,«on en partcules vinrtes «,r 
1. «=ncen«to e„ TOu. u. ,«utoB ohe„^ ,p« les Wru. p„rite 

5 P««iittiKuDel»niieeffiracitedein»Bdi«aioi,i„»i6o. 

'^'™*''"'»^''"'"'ti imT tn lr l nT^^^ ^ 

Dans le bu. d'eval^r l-erK«i« des «tenc«,-™s s*„ rinvB^ 
"-fa. e, rexpreasicn de ^ i„ ^ «. 4,6 p., 

«««>»x«,u. daos le sWatun, de i™„,„««=^^ 

.0 . vo*^ de IM, U07 pfi, d. vr^s on. 4.4 i^ectfs a„ ^epsres s*4«.,i<,„es 

*o«r I. ba„e .tfi„cM«s I tort : Wp«,4riew: ^3; M4dio-la*al -a- 
Profondeur: -3.5. 

l« cen-eaux on. e« «...,a4s 7 joors .prts r„«e^ Us ■«»l««s ol«,», 
mon.™,. |.emcaa,4 de u»sd.^ ea g«Kle : „^,««, de «„„fcs Wnsdui.., 
exp^sion i^ense dans noyau e. diBnsion ft4^ e. imen* dans le" 

cytoplasme. 

4.3, dnetiniie de ii>v^ti»n f^n vim" 

'="«^'«'^'««udedebcim«,p,edelibe^ 
le sumageanl de ailtee des celhUes d'encapsidadon. 

» ^ Ce,.e e«* a ete ,«disee par PCR sernHpanfaUve 

do^o^xleoUdes eon,pte„K„««, de du ge«>«,e de r«l«^ 

e««. 1-ADN viral lineaHse «.,« ng> a «e i«*e enp«se««de dCT" (2 m. ,On,M) 
" «" couple d-oUgo™«le«i*s spedfk^ e. de T», Polyn^ase (Ce,us) ^ 
|™^»n lOXKR. « so^n. . 30 cycles d'-nplmc.,!,., sans hs c^^ 

S 2™"'MC.30cy=te,(I„™91C.2™in.«™pen»«d'a„ne.li„S,3„,in.72C)5 

72C. p,ds 4C. Des e,,«»,c.s de PCR on, e« realisees a™ 
dohgoBucleoUdesde sequence: 
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- Couple 1 : 

TAATTACCTGGGCGGCGAGCACGAT (6368) - SEQ ID n"* 1 
ACCTTGGATGGGACCGCTGGGAACA (6369) - SEQ ID n*^ 2 
-Couple 2 : 

5 TTTTTG ATGCGTrTCTTACCTCrGG (6362) - SEQ ID n** 3 

CAGACAGCGATGCGGAAGAG AGTGA (6363) - SEQ ID n*^ 4 

- Couple 3 : 

TGTTCCCAGCGGTCCCATCC AAGGT (6364) - SEQ ID n** 5 

AAGGACAAGCAGCCGAAGTAGAAGA (6365) • SEQ ID 6 

10 -Couple 4: 

GGATGATATGGTTGGACGCTGGAAG (6366) - SEQ ID n*^ 7 

AGGGCGGATGCGACGACACTGACTT (6367) - SEQ ID n*^ 8 

La quantite d' adenovirus Ubere dans le surnageant a ete determinee sur un 
sumageant de cellules 293 infectees par I'Ad-pGaU a differents temps post-infection. 
15 Les resultats obtenus sont presentes dans la figure 3. lis montrent que la liberation 
cellulaire debute a partir du 5 ou 6eme jour post infection. 

II est entendu que toute autre technique de determination de virus peut etre 
utiltsee dans le meme but;, sur toute autre lignee d*encapsidation» et pour tout type 
d'adenovirus. 



20 Exemple 5 : Purification du virus o ar ultrafiltration ct echange 

d'ions 
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C« example illustre comme<« .'ad^K-vin^ a>n«« <!..» le «««,«« pe« 
^ P»ri« di«c«a«„, e, e„ „« «.le chon,a«^« a'&ta,ge tfioo* 

avec des rendements trts 61ev6s. 

5.1. Pmtn^l^ 

^ «.les compri« em,. 5 e. 50 mgA„,. e, pl^ pr«l™.Ue,teme„, en« 10 e, 
30 mgArt. d«« du PBS 00 p„ ^ 

iVaCI). 

U sun..,e.« d'uIWitaUon ^ » paflir dhme prtpa„,i„„ vta. «, 
."jecte ^ colc^e con*™™ du So«e Q 15 (Ph.„„aoia) 4,„i„brte da« du 
y-'J-f^a5O^MpHB.0o<.^250^^^^, ,.,„M Mga2.e. ,0% 
Cmpon A). Ap* Hnsage .V.C ,0 de co>o™» de tampon A les 

^ «bcx«.s>^ aute, .,ec «n «™iie« Jineai^e de NaCI (250 mM S 1 M) sur 
^ voI«es de «,lc».e i ™ d»i, de 60 i 300 cm/h. p,„s prt«™flellemem 
12 an*. U profi. d^^tata wiq^ ob«„„ , 3«, ^ ^ ^ ^ ^ 

facto, c««e«i„. les p.„ic„,es vWes «»tectfe. Elte conespond i ™ pic ft, 

sym««i^. d<», ie lemp. de *e„.i«. ccindde a«c le .en,ps d. rt»ndo„ 
,.v«:^J» .»*p.ra,io„ de paruoules virales puriMes p„ U,™««fug.Uoa: I. es. 
P<»s.l>le .rinjecw dans <es co««,i„„s decri«s „. „.„i^ 3„ ^ ^ 

par m, de rtsine So.™ Q 15 en eonse™,, rtaohto, 
excellente du pic de particules virales. 

'^'™'>«*rie«:erep,^««,,effeaufel parti, tf„„eprtp-,don d^ 
•-»°*«^8-<Exemple2).12.6mgdepn>,«i„es,oaleso«««i,^ 
^ oolonn. Re^ Q „ „„, soi. 5 x I0» PPU e, 1.6 x 10" TOU. U pio d. p„«c«les 

Tier «^ a 173 de 

«3.2x,0 P™«2.3x.0-n,U.U.p„,ie.,„™^„,^^^ 



15 



20 
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fois (en terme de quantite de proteines) et le rendement de la purification est de 64% 
en PFU et de 142 % en TDU (Voir Tableau ci-dessous). 



Etapes 


Concentration 
echantillon 


Volumes 
deposes 


Volumes 
recuperes 


Rendements 


Facteur de 
Purificaticm 


SURNAGEANT 




5000 ml 


5000 ml 


100% 




ULTRA- 
FILTRATION 

300 kd 


IVoteines:6.3 mg/m) 
PFU:2.5xlO*°Anl 
TDU:8Jx lO^Anl 
P^icle3.8xlO'VinI 

Parf/nffi rattle* 1 A H.- 

PartAdu ratio:47.p 


5000 ml 


200 ml 


100% 


5 


PURinCATlON 

ECHANGE 

IONS 

<une etape) 


PFUiLOx 10^'Anl 

TDU:72xl0Vmi 

P&fticle:2.0x]0'Vmi 

Part^fu ratio=20 
PariAdu ratio=27 


2.0 ml de 
ooncentrat 


3.0 ml 
elution 


Proteines=85% 
PFU=:64% 
TDU=140% 
Particles=84% 

HPLC 

Purete=98.4% 


70 
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PFU:1.0xlO"/nil) 


28.3 ml de 


IqSP 4.1 


PFU=66% 




GRADIENT 


TDU:7.5x lO^Anl 


ccmcaitrat 


ni 


TDU=]30% 


70 


Csa 


Particle:22xlO"yinl 






P&rticles=84% 




Pan/pfu ratio=22 






HPLC 






par/idu ra(io=29 






purete=98.4% 





5,Z. Puretf 



10 



Aprfe cette etape de purification, la fraction coUectfie p»^,e une purete > 
98% en particules virales (detection UV a 260 nm). lorsqufelle est analysee par 
chromatographie Hquide haute performance (CLHP) sur une colonne de Resouce Q 
(1 ml) dans un syst&ne chromatographique suivant: lOU de la fraction purifiee par 
chromatographie comme dtoit 4 I'exemple 5.1 sont injectes sur une colomie 
Resour^ Q1& (Iml de gel; Pharmacia) 6quilibr^ dans du tampon Tris/HQ 50 mM 
pH 8.0 <tampon B). Apr^ rin^age avec 5 ml de tampon B. les especes adsorbees sont 
eludes avec un gradient lineaire de 30 ml de NaCI (0 a 1 M) dans le tampon B a un 
dfibit de 1 ml/min. Les especes eluees sont detectees a 260 nm. Cette analyse par 
CLHP (Figure 5) montre de plus que I'albumine s&ique bovine tesidueUe pr^sente 
dans le rfetentat d'ultrafiltration est totalement eliminee au cours de la 
chromatographie preparative. Sa teneur dans la fraction purifiee est estiiriSe etre < 0.1 
15 %. L'analyse en Western blot avec un anticorps polyclonal anti-BSA (avec'r€v61atic« 
ECL; Amersham) indique que la teneur en BSA dans la preparation 
chromatographique est inferieure a 100 ng par mg de virus. 

L'analyse en electrophorese de la fraction adenovirale purifite par 
chromatographie est effectu6e en gel de polyacrylamide (4-20 %) en conditions 
denaturantes (SDS). Us bandes de proteines sont ensuite r6v616es au nitrate d'argent 
Cette analyse montre que la preparation adenovirale obtenue par chromatographie a 
un niveau de purete au moins 6gal a celui de la pr^tion ontenue dassiquement par 



20 
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ultracentrifugation puiqu'elle ne presente pas de bande de proteines supplementaire 
qui indiquerait une contamination de la preparation par des pnDteines non 
adenovirales. 

La preparation adenovirale obtenue par chromatographie presente un ratio 
5 d'absorbance ^4 26O nm / 280 ran a 130 ± 0.05. Cette valeur. qui est identique i . 
oelle obtenue pour les meilleures preparation obtenues par ultracentrifugaticm, 
indique que la preiparation est d^pourvue de prot6tnes contaminantes ou d*acides 
nucleiques contaminants. 

L'analyse en microscopie electronique effectuee dans les conditions decrites 
10 dans Texemple 4.2 sur tin virus Ad-|^al piirifie par chromatographie monire une 
preparation propre, sans ccmtaminants, sans aggregats et sans particules virales vides 
(Hgure 1 1). De plus, Tultracentrifugation en gradient de chlorure de cesium de c^ 
{preparation rSvele une seule bande de density 1.30, ce qui confirme I'absence de 
contamination des preparations chromatographiques par d'eventuelles particules 
15 vides ou des fraginents de capsides. Lors de la purification, le pic chromatographique 
du virus est suivi d*un Spaulement (ou pic secondaire) dans sa partie arriere, qui n'est 
pas collecte avec le pic principal. L'ultracentrifugation en gradient de chlorure de 
cesium de cette fraction revele une bande de densite 1.27. et Tanalyse de la 
composition de cette fraction montre qu'elle ne contient pas d'acides nucleiques. 
20 L'analyse en microscopie electronique montre que cette fraction contient des 
particules de forme inreguliere^ presentBnt des perforaticms ^ la surface (figure 12). II 
s'agit done de particules vides (depourvues d'ADN) et incompletes. Ceci demontre 
done que la purification de I'adenovirus par chromatographie elimine les particules 
vides pr^ntes en faible quantity dans les preparations avant purification. 

25 5,3. Purification d'adeno virus conitx>rtant un yene therapeutique tel Que les 

genes codant pour les proteines ApoAl ou thimidine kinase. 



Cet exemple illustre comment des adenovirus comportant dans leurs genomes 
des sequences d'acides nucleiques h^terologues codant pour des protSines 
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qu'H pc«, ce qai penne. * meme ™ le p^^y, 

het^Iogues diveises. 

ApoA, mxe^pte 2. WO^073, « „ <^ ^ 

. dec, , ,e»™pte 5.1. , a „, m de po,«„«; ..^ x ,0" par,icu.es, de 
»™.«e.n,<x«e«rtdWc..»eceIluUl«,*:o.«elOiou,,f^^^^^ 
6A,. U pic d. prtc^ vi„,« coltectf apis ch^a.og.phie (14 m,; ,.4 „g de 

^ W , 10" pWcutes, « M,^ „„ en p,„io„^ 

d. e. ^ ^ ^ ^ 

ft»c«» collect prtsenw «,«^ ,b> ^ ^ , „ 

v™te !<« de r.™l,« ctaoma,pg«phiq.e d»s les comihio« dtei«, en 5 2 
par aecrn,,^ <,e la ftacion adenovWe p^ffe par cl«««„g^e 
dana lea ccdWons dtei,ea i rexempte 5.2. a ™o„« ^ ^ 
un niveau da pu^e a« ™i„s «gal i celui de I. p^«„„ ^„ 
claa«q«men, par ul«.ce„w„g.«o„. e, qu^elle ea. d«po»iv« de p^fi^a 
conlanunanles ou d'addes nuclSiques condminants. 

D«« n„e auue exp«rience wique de p^ificaUon. ™ adenovirus compomn. 
d»» aon gSnon* une sequence d'addes „ucia,ues h4«K*,gue codan, pour la 
pr««ne U.in*iine Idnaae de herpfe aimptex de type 1 E«™ple 2, WO9W14102) .a, 
pun« en d«««,g„pfci„„ d»» ,e aya«™e dtoi, i r^^npfe 5.1 . 36 „,1 (180 „» 
* p™«n«. 4.69 , ,0" par^cuM de sumagean. co«n« tfune cuhu,. ceUuIair. 
(Figure 7A). U pic de particulea viraiea collec* aprta ctoom«ographie (20 a,>- 5 6 
n.g de p^t^inea) conKnai. 4.28 x 10" panicules, ce qui i«B,„e un ™de™em « 
P-uculea de 91% e. «„ W de de 32. A^rta c«» tap. de 
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purification* la fraction coUectee presentait (Figures 7&-D) une purete superieure a 
99% en particules virales lors de Tanalyse chromatographique dans les conditions 
decrites a Texemple 5.2. et un ratio d^absorbance de 1»29. L'analyse en electrophorese 
de la fraction adenovirale purifiee par chromatographie effectuee dans les conditions 
5 d6crites i Texemple 5*2. a montr§ que cette preparation avait un niveau de purete au 
moins 6gal i celui de la preparation obtenue classiquement par ultracentrifugation, et 
qu'elle est depourvue de proteines contaminantes ou d*acides nucleiques 
contaminants. 

5 A Purification d'adenovirus intracellulaire par echange d'anion fort. 

10 Cet example illustre comment un adenovirus comportant dans son genome 

ime sequence d*acide nucleique het6rologue peut etre purifie directement en une 
seiile etape chromatographique d'echange d'icms a partir d*un lysat de cellules 
d'encapsidation productrices dudit virus. 

Dans une experience typique de purification, un adenovirus comportant dans 
15 son genome une sequence d'acide nucleiques heterologue codant pour la proteine ^- 
gal est purifie en chromatographiant dans le systeme decrit a Texemple 5.1 (colonne 
FineLine Pilot 35, Pharmacia, 100 ml de resine Source 15Q). 450 ml (soit 2.5 x lO^"* 
particules) de l3rsat concentre d 'ime culture cellulaire recoltee 3 jours post-infection 
par lyse chimique (1% Tween-20). Le pic de particules virales collecte apres 
20 chromatographie (110 ml) contetiait 2.15 x 10^^ particules, ce qui indique un 
rendement en particules de 86%. Aprte cette etape de purification, la fraction 
coUeQtee pr^ntait une puret6 supSrieiire a 98% en particules virales lors de f 'analyse 
chromatographique dans les conditions decrites en 5.2. L' analyse par electrophorese 
de la fraction adteovirale purifiee par chromatographie effectuee dans les conditions 
25 decrites a I'exemple 5.2 a montre que cette preparation avait un niveau de purete au 
moins egal a celui d'une preparation obtenue classiquement par ultracentrifugation. et • 
qu'elle est depourvue de proteines contaminantes ou d'acides nucleiques 
contaminants. 
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5,5, Purificaton du virus oar ultrafiltration et fftir^ piatographift ri'^anp«» 
d'ions sur differentes mlnnnp« 

Get exemple illustre comment Tadenovtrus contenu dans le concenlrat peut 
etre purifie directement et en une seule 6tape chromatographique d'echange d'ions en 
5 utilisant un gel different du support Source 15 Q, tout en fonctionnant sur le meme 
principe de separation, I'echange d'anions par interaction avec les groupemenis 
amih^ quatemaires de la mattke. 

Dans une experience typique de punTicati<wi de I'adenovirus. differents 
adenovirus recombinants (codant pour la pOal, I'apoHpoproteine AI et la TK) ont ete 

10 purifies par chromatographic sur une colonne de gel Source Q30 en suivant le 
protocole dferit k I'exemple 5.1. Les resultats obtenus inontrent que le gel Source 
Q30 permet d'obtenir des fxigparaticm virales d'une puret6 de I'ordre de 85%, avec un 
rendement compris entre 70 et 100 %. Eh outre, les resultats obtenus montrent que 
Q30 possede. pour la purification d'ad^virus. une ^ficacite (exprimee par le 

15 nombre de plateux theoriques) de 1000 et une (quantite maximum de virus qui peut 
etre chromatographiSe sans que les picS ne s'aherent) de 0,5 § 1 x 1 0'* pv par ml. Ces 
resultats montrent que le gel Source Q30 peut done convenir a la purification 
d'ad^ovirus recombinants, mgme si ses proprietes demeurent inferieures a celles du 
Source Q15 (puretfe de I'ordre de 99%, efficacite de I'ordre de 8000 et capacite de 

20 i'ordre de 2,5 a 5 10" pv par ml). 

Dans une autre experience typique de purification de I'adfenovirus. un 
adenovirus p-Gal est purifie par chromatographie sur une colonne de MonoQ HR 5/5 
en suivant le protocole dterit & I'exemple 5.1. L'image chromatographique 
correspondant au retentat d'ultrafiltration et i la preparation virale purifi^e ainsi 
25 obtenue est iilustree sur la Figure 8. 

Dans une autre experience typique de puri^cation de I'adenovirus, un 
adenovirus ^Gal est purifie par chromatographie sur une colonne Poros HQ/M en 
suivant le protocole decrit a I'exemple 5.1. L'image chromatographique correspondant 
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au r^tentat d'ultrafiltration et i la preparation virale purif iee ainsi obtenue est illustree 
sur la Figure 9. 

Exemple 6 : Purirication du virus oar ultrafiitration et permeation de eel 

Cei example illustre comment radenovinis contenu dans le concentrat 
5 (r6tentat d'ultrafiltration) peut etre purifie directement par chromatographie de 
permeation de gel» avec des rendements tres eleves. 

200 ^1 du retentat d*ultrafiltration obtenu dans I'exemple 4 (soit 1.3 mg de 
proteines) sont injectes suir une colonne HR 10^0 (Pharmacia) remplie de Sephactyl 

10 S-IOOOSF (Pharmacia) equilibrle paf exemple dans du tampon PBS» pH 7^ 
contenant 150 mM NaCI (tampon C). Les e^eces sont fractioim6es et eluees avec le 
tampon C a un debit de 0,5 ml/min et detectees en sortie de la colonne en UV a 260 
nm. Altemativement, on peut utiliser dans Jes meme conditions de mise en oeuvre» 
une colonne remplie de Sephacryl S-2000, qui permet une resolution meilleure que la 

15 colonne Sephacryl S-IOOOHR pour des pardciiles de 100 nm ^ 1 000 nm. 

La resolution des deux systemes chromatographiques de permeation de gel 
decrit (i-dessus peut etre avantageusement amelioree en chromatographiant le 
sumageant ^ultrafiltration <200 ^1) sur un systeme de 2 colonnes HR 10/30 
(Pharmacia) couplees en serie (colonne de Sephacryl S-IOOOHR ou S-2000 suivie 

20 d*une colonne de Superdex 200 HR) ^uilibrtes dans le tampon C. Les especes sont 
eluees avec le tampon C a un d6bit de 0^ mlAnin et detect^ en U V a 260 nm. Dans 
ce systeme, le pic de particules virales est tres nettement mieux separe des espSces de. 
plus faible poids molSculaire que dans le systeme comportant une colonne Sephacryl 
S-1000 HR pu Sephacryl S-2000 seule. 

25 Dans une experience representative, un retentat d*ultrafiltration (200 (d, 1.3mg 

de proteines) a ete chroniatographie sur un systeme de 2 colonnes Sephacryl S- 
lOOOHR-Superdex 200 HR 10/30 (Figure 10). Le pic chromatograp^ique contenant 
les particules virales a ex& coUecte. Son temps de retention coincide avec le temps de 
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retention obtenu avec une preparation de particules virales purifiees par 
ultracentrifugation. U pic de particules virales collect^ api^ chromatographie (7 ml) 
comennait 28 de proteines el 3.5 10' PFU. Son analyse par chromatographie 
analytique d'6change d-ions dans les conditions decrites a I'exemple 5.2. montre la 
5 presence d'un pic contaminant plus foitement retenu sur la colonne d'analyse. dont la 
surface repr&sentre environ 25% de la surface du pic viral. Son ratio d'absorbance 
260iun/280nm qui a une valeur de 1.86 indique que ce pic contaminant correspond i 
des acides micleiques, Les particules virales ont done 6te purifiees environ 50 fois (en 
terme de quantity de protfiines) et le rendement de la purification est de 85% en PFU. 

10 Altemativement. il est possible de chrtmiaiographier les preparations de 

particules virales (ultraf^ltrate ou fractions en sortie de chromatographie d'echange 
d'anions) sur une colonne TSK G6000 PW (7.5 x 300 mm; TosoHaas) 6quilibr6e 
dans le tampon C. Les esptees sont 61u6es avec le tampon C a un debit de 0.5 mVmin 
et d^tecties en UV S 260 mn. De mSme il peut etre avantageux d'augmenter la 

15 rt«»l"tionduqrst6meduomatographique.enparticul^ 

pic de particules virales des especes de plus faible poids moI6culaire. en 
chromatographiant le sumageant d'ultrafiltration (50 a 200 ^1) sur un systeme de 2 

oolomies couplees en serie Ccolomie de TSK G6000 PW (73 X 300 mm) suivie d'une 
colomie de Superdex 200 HR] equUibrees dans le tampon C. Les esp^ sont eludes 

20 avec le tampon C iund^bitde 03 ml/roinetdetectees en UVi 260 nm. 

gxcmple 7 ; Purification dn vir.^ par intr»>fil«r^ ^on. Rrhanpy 
d'iong et Pt rmeation Hp CIM 

U fraction de particules virales issue de la chromatographie d'echange 
d'anions (exemple 5) peut etre avantageusement chromatographiee dans I'un des 
25 systfemes chromatographiques par permfeation de gel decrit ?i^essus. par exemple 
dans le but d'ameliorer encore le niveau de purete des particules virales. mais aussi 
principalement dans le but de conditionner les particules virales dans un milieu 
compatible ou adapte aux utilisaUons ult6rieures de la preparation virale 
(injection,....). 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES: 

5 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: Rhone Poulenc Rorer SA 

(B) RUE: 20, avenue Raymond Aron 

(C) VILLE: ANTONY 
10 (E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 920165 



15 



40 



50 



(ii) TITRE DE L* INVENTION: PROCEDE DB PRODUCTION D* ADENOVIRUS 
RECOMBINANTS. 

(ill) NOMBRE DE SEQUENCES: 8 



(Iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 
(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 
20 (B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME DV EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentin Release ff).Q, Version ff} .30 (OEB) 

25 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

30 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linfiaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

35 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUI^CE: SEQ ID NO: 1 : 

TAATTACCTG GGCGGCGAGC ACGAT 25 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
45 (D) CONFIGURATION: lingaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
ACCTTGGATG GGACCGCTGG GAACA 25 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

55 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

60 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
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10 



15 



(Xl) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 
TTTTTGATGC GTTTCTTACC TCTGG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NQ: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE- 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: sirople 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4 
CAGACAGCGA TGCGGAAGAG AGTGA 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE - 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

25 (C) NOMBRE DE BRINS: Simple 

(D) CCttlFlGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
30 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5 

tgttcccack: ggtcccatcc aaggt 



20 



35 



55 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE- 
<A) LONGUEUR: 25 paires de bases 
(B) TYPE: nucleotide 
CC) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lingaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6 
AAGGACAAGC AGCCGAAGTA GAAGA 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

50 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 



GGATGATATG GTTGGACGCT GGAAG 25 



5 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

10 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

15 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 



AGGGCGGATG CGACGACACT GACTT 



25 
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REVENnirAT^nf^*^ 

1. Precede de production d'adenovirus recombi™«ts caraclerise en ce que 
1 ADN viral est introduit dai. une culture de celluies d'encapsidatior. et les vin« 
produits sont recoltes apres liberation dans le sumageant. 

5 '•'^*'°"»-'^«<«<«tionlcaract6riseencequeia.^^^^ 
lorsque 50% au moins des vine ont ete liberes dans le sumageant. 

a^selonla^vendicationlc^^^^^ 
loreque 70% au moins des virus ont ete liberes dans le sumageant. 

^^^^^-^-^^-endicationlcarac^seenc^quelar^lt^ 
> '<>r«l"e90%aumoi„sdesviruso„teteliberesdanslesunu.geant 

5^^ Precede seJon la revendication 1 caracterise en ce que les virus sont recoltes 
par ultrafiltration. ^i«a> 

Ultrafiltration tangentidle. 

7. Proems «k„ U ,ev«*.Uo. 5 ou 6 om^teriai e. 
««.lBee «^ „„e m«i,b«« .y™ ^ «„a de coupure taf«i.» . ,000 IcD.. 

pardKomalographied'echanged'aiiioiis. 

d ediaiige d an«na « UK chromatographfe d'echange d'anions fons. 
'« ';-^«'™''--»dicato9ca™^ 

Toyopeari Super Q, 
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IL Precede seion la revendication 1 caracterise en ce que les virus sont 
recoltes par chromatographie de permeation de gel. 

12. Procede selon la revendication 1 1 caracteris6 en ce que la chromatographie 
de permeation de gel est realisee sur un support choisi parmi les gels Sephacryl S-500 

5 HR, Sephacryl S-1000 SF, Sephacryl S-1000 HR, Sephacryl S-2000, Supeidex 200 
HR, Sepharose 2B, 4B ou 6B et TSK G6000 PW, 

13. Proc&ie selon la revendication I caracterise en ce que les virus sont 
recoltes par ultraflltration suivie d *tme chromatographie d *echange d 'anions. 

14. Frocks selon la revendication 13 caracterise en ce que les virus sont 
10 recoltes par ultraflhration suivie d'une chromatographie d'echanged'ani puisd'une 

chromatographie de permeation de gel. 

15. Proc&le selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce que la 
cellule d*encapsidation est une cellule trans-complementant la fonctton El de 
Tadenovirus. 

15 16. Procede selon la revendication 15 caracterise en ce que la cellule 

d'encapsidation est une cellule trans-complementant les fonctions El et E4 de 
I'adenovirus. 

17. Procede selon la revendication 15 caracterise en ce que la cellule 
d'encapsidation est une cellule trans-complementant les fonctions El et E2a de 

20 Tadenovirus. 

18. Procede selon Tune des revendications 15 a 17 caracterise en ce que la 
cellule est une cdlule emlayonnaire de rein humaine, un retinoblaste humain ou une 
cellule d ' tm carcinome humain. 

19. Procede de purification d*adenovirus recomUnants a partir d*un milieu 
25 biologique caracterise en ce qu*il comprend une etape de purification par 

chromatographie d*echange d'anicms fort 
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20. ftocede selon la revendication 19 caractSrise en ce que le milieu Wologique 
est un surnageant de cellules d'encapsidation produclrices dudit virus. 

21. Pirocdd6 selon la revendication 19 caracterisfi en ce que le milieu Kologique 
est un lysat de cellules d'encapsidalion productrices dudit vims. 

5 22. Ptocede selon la revendication 19 caracterise en ce que le milieu biologique 

est une solution prepurifiee dudit virus. 

23. Proc6d6 selon la revendication 19 caracterise en ce que la chromatographie 
est effectuee sur un support fonctionnaUse avec une amine quatemaire. 

24. Procede selon la revendication 23 caracterise en ce que le support est 
10 ch<Msi parmi I'agarose. le dextran. I'actylamide. la silice. le poly[styrene- 

divinylbenzene], le copdymere ethylene glycol-methacrylate. seul ou en melange. 

25. Proc&le selon la revendication 24 caracterise en ce que la chromatographie 
est effectuee sur une rfeine Source Q. Mono Q. Q Sepharose. Poros HQ, Poros QE. 
Fractogel TMAE, ou Toyopearl Super Q. 

15 26. Procede selon la revendication 25 caracterisd en ce que la chromatographie 

est effectuee sur une resine Source Q, de preference Source Q15. 

^ ^- selon la revendcation 19 caractmse en ce qu^ 
etape prealable d'uhrafiltration. 

28. Procede selon la revendication 27 caracterise en ce que rultiafiltration est 
20 une ultrafiltration tangentielle sur membrane ayam un sedl de coupure compris entre 

SOOetSOOkDa. 

29. Preparation virate purifiee obtenue selon le procede de la revendication I 

ou 19. 

30. Composition pharmaceutique comprenant une preparation virale selon la 
25 revendication 29 etunvehiculepharmaceutiquement acceptable. 
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31. Utilisation de iodixaiiol3,5'-I(2-hydro)qr-l-3propanediyl)-bis 
(acetylamino)]bislN,N^bis(23dihydroxypropyl-2,4,6-triodo^ mi 
de] pour la purification d'adenovinis. 

32. Procede de purification d'adenovinis a partir d'un milieu biologique 
5 comprenant une premiere etape d'ultracentrifugation, une deuxieme etape de dilution 

ou dialyse, et une troisieme etape de chromatographie d^echange d' anions. 
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FIGURE 4 
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FIGURE 6B 
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FIGURE 7 A 
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FIGURE 7 B 
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FIGURE 7C 
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FIGURE 7D 
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figure: 8 
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FIGURE 9 
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FIGURE 10 
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